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摘$要!目的$了解 &%!" 年中国 &! 个省市自治区桶装水来源铜绿假单胞菌的鉴定正确率"对我国桶装水来源铜

绿假单胞菌的耐药状况进行初步分析! 方法$采用基于 ’("R 和 %/)B两对基因的 a>’方法对桶装水来源铜绿假单

胞菌进行快速复核"使用 k9@CJ _?生化鉴定卡进行生化验证"评价分离菌株的复核正确率和 a>’方法的准确度"

采用微量肉汤稀释法"对 , 类 !& 种抗生素的耐药性进行测定! 结果$两对引物均能对铜绿假单胞菌扩增出预期

的目的条带"但 ’("R 具有更高的特异性#抽样进行生化试验结果显示 &%!" 年各地上报并运送的菌株复核正确率为
!%%b#两种基因的 a>’方法准确度均在 #(b以上"但均存在较低比例假阴性#&%!" 年中国 &! 个省市自治区上报

的 ("! 株铜绿假单胞菌耐药率为 !!.-,b &-&/("!’"主要耐受多粘菌素 L& (.&Yb"&,/("! ’%氨曲南 & *.!*b"

&&/("!’和美罗培南 &".%!b"!-/("!’"替卡西林/克拉维酸和替卡西林的中介率分别为 *"."!b &&"%/("!’和
&(.*&b&!"(/("!’! 结论$各地上报分离的铜绿假单胞菌的准确性较高"a>’方法可对桶装水来源铜绿假单胞菌

进行快速筛选"结合生化鉴定方法可准确鉴定! 桶装水来源铜绿假单胞菌的耐药处于较低水平"但替卡西林/克拉

维酸和替卡西林某种程度上显示了一定的耐药趋势"需要定期监测"以阐明桶装水中的铜绿假单胞菌的耐药特征

和耐药趋势!
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$$铜绿假单胞菌 #5,’3+%$%&","’)3:*&%,"$是常
见的环境微生物"为临床检验的主要病原菌之一"
主要引起伤口感染和化脓性病变* 当人体免疫功
能低下时"极易被感染并引发多种炎症"甚至引起
脓胸和败血症等疾病"且该菌对消毒剂’干燥’紫
外线灯等理化因素具有很强的抵抗力 (!+&) * 以往
认为该菌是条件致病菌"但近年研究证实"铜绿假
单胞菌同时也是一种重要的食源性和水源性致病
菌"能够通过污染食品 #如肉制品和乳制品$而引
发食物中毒 (") * 该菌广泛存在于各类型水体中"
可用于评价水体的微生物污染状况"由于其生长
可影响亚硝酸盐含量的变化 (*) "并且能产生粘附
素’多糖荚膜’内毒素和外毒素等多种致病因
子 (() "威胁人体健康*

虽然桶#瓶$装水中有机物质含量极低"且刚出
厂的产品中铜绿假单胞菌数量较少"但桶#瓶$装水
消费周期较长"保存期至少半个月以上"兼性化能
自养代谢而对有机营养要求低的铜绿假单胞菌可
生长繁殖达到 !%* 23=/KB(-) * 在水质卫生管理方
面"美国’加拿大’巴西’日本’欧洲各国及世界卫生
组织/粮农组织等"均限定瓶装饮用水#包括天然矿
泉水水源$铜绿假单胞菌每升最大可能数#J5M$ h
" 或每 &(% KB中不得检出 (!) * 基于我国现状"依据
对包装饮用水的检测结果和国际食品微生物标准
委员会#[>TGE$及我国相关标准中通常生产加工过
程控制的要求"于 &%!( 年 ( 月 &* 日实施的 _L
!#&#,!&%!*-食品安全国家标准 包装饮用水.更新
了原有饮用水和纯净水标准 (Y) "在致病菌方面增设
了该菌作为检测指标"因此进行铜绿假单胞菌的快
速分离与准确鉴定对评估包装饮用水微生物污染
情况具有重要意义*

近年来"随着全球范围内桶装饮用水消费量的
不断上升"国内外有关铜绿假单胞菌污染桶装水的
报道逐渐增多 (!) * 目前检测桶装饮用水中铜绿假
单胞菌的传统生化培养方法"耗时较长且程序繁
琐"分子生物学技术逐步应用于水样中该菌的快速
检测* 同时由于该菌自身天然耐药性及广谱抗生
素的广泛使用"导致多重耐药铜绿假单胞菌感染的
情况日益严重 (,) "基于此"我国已于 &%!" 年起将该
菌加入全国食品污染物和有害因素风险监测网的
监测范围* &%!" 年中国 &! 个省市自治区上报分离
自桶装水的铜绿假单胞菌共计 ("! 株"本文首先针

对 a>’快速鉴定方法进行了特异性验证"然后按比
例从上报的铜绿假单胞菌中挑选 #" 株运用 a>’方
法快速复核上送菌株的鉴定情况"并通过生化方法
验证该方法的准确性"采用微量肉汤法分析 ("! 株
铜绿假单胞菌的耐药特征"初步了解我国桶装水来
源铜绿假单胞菌的耐药情况*

!$材料与方法
!.!$材料
!.!.!$菌株来源

&%!" 年国内 &! 个省市自 治区 参照 _L/R
,(",!&%%,-饮用天然矿泉水检验方法. (#) "使用滤
膜法和假单胞菌琼脂基础选择性培养基#>?$从桶
装水中分离出 ("! 株铜绿假单胞菌* 标准菌株铜绿
假单胞菌 #)R>>&Y,(" $购自美国典型菌种保藏
中心*
!.!.&$主要仪器与试剂

_CB]A2e’凝胶成像仪’a>’仪’电泳仪均购自
美国 伯 乐" k9@CJ& >AKO:2@生 化 鉴 定 仪 # 法 国
M9ATvD9C=c$"?:;AFDAO !%%% ]?)浓度测试仪*

脑心浸液琼脂 #L6)$’脑心浸液肉汤 #L6[$’
>?均购自北京陆桥技术股份有限公司"抗生素#美
国 G9<K:$"k9@CJ _?生化鉴定卡#法国 M9ATvD9C=c$"
一次性微量细菌定量药敏 T[>测试盒#天津市金章
科技发展有限公司$"a>’用 ="S& sa>’T:I@CDT9c
和 !%% MO ]?)\:FFCD均购自北京 R[)?_U?公司"
引物由英潍捷基#上海$贸易有限公司合成*
!.&$方法
!.&.!$铜绿假单胞菌 a>’快速检测方法的特异性
验证

菌株 ]?)制备%从 L6)平板刮取适量新鲜生
长的菌落"研磨至灭菌水中"震荡混匀后置于金属
浴 !%% p加热 !% K9;"随即放入冰水浴 & K9; 或置
于 j&% p冷冻 !% K9;"!& %%% D/K9; 离心 !% K9;"取
上清即为菌株 ]?)模板"冷冻保存备用*

引物筛选%针对铜绿假单胞菌外毒素 )基因
’("R (!%+!!)和外膜蛋白编码基因 %/)B(!&) "预期扩增片
段大小分别为 "#- 和 &"- MO"退火温度分别为 -( 和
(( p" 引 物 序 列 分 别 为% ’("R+E% (u+_)>))>
_>>>R>)_>)R>)>>)_>+"u"’("R+’%(u+>_>R__>>
>)RR>_>R>>)_>_>R+"u& %/)B+E% (u+))RR>R>R
_>R>R__>R>R__+"u" %/)B+’% (u+RR)>RR_>__>R_
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_>RRRR+"u*
a>’检测%分别按照文献 (!!+!&)进行两种基

因的 a>’体系配制’扩增和产物电泳"并使用凝胶
成像仪观察和保存电泳结果*

a>’方法特异性验证%针对表 ! 中 Y" 株不同种
属常见食源性致病菌菌株提取 ]?)进行 a>’评价
所选 & 对引物的特异性* 阳性标准菌株为铜绿假单
胞菌#)R>>&Y,("$*

表 !$铜绿假单胞菌引物特异性验证菌株表
R:MBC!$G@D:9;I3ADPCD9392:@9A; A3IOC29392a>’OD9KCDI3AD5,’3+%$%&","’)3:*&%,"

菌种名称 菌株种属 来源 菌株数/株
大肠埃希菌 @,20’)*20*" 2%#* )R>>/‘6X+UW) !*

李斯特菌 O*,(’)*" IOO )R>>/>T>> "

金黄色葡萄球菌 !("/01#%2%223,"3)’3, )R>>/>T>>/[E>> *

芽胞杆菌 4"2*##3,IOO )R>>/>T>> ,

阪崎肠杆菌 @&(’)%."2(’),"Q"N"Q** )R>> !

志贺菌 !0*:’##" IOO )R>>/‘6X+UW)G/[E>> Y

小肠结肠炎耶尔森菌 T’),*&*" ’&(’)%2%#*(*2" )R>>/>T>> &

马红球菌 C0%+%2%223,’S3* )R>> !

弯曲菌 D"$/1#%."2(’)IOO )R>>/‘6X+UW)G &

沙门菌 !"#$%&’##" IOO )R>>/‘6X+UW)G/>T>>/[E>> !*

肺炎克雷伯菌 U#’.,*’##" /&’3$%&*"’ )R>> !

副溶血性弧菌 -*.)*%/")"0’$%#1(*23, >EG) "

恶臭假单胞菌 5,’3+%$%&",/3(*+" >EG) !

温和气单胞菌 H’)%$%&",,%.)*" >EG) &

椰毒酵母假单胞菌 5,’+%$%&",2%2%I’&’&"&, >EG) "

洋葱伯克霍尔德菌 43)Q0%#+’)*" IOO )R>> *

铜绿假单胞菌 5,’3+%$%&","’)3:*&%," )R>>/>EG) "

注%)R>>表示该菌购自美国典型菌种保藏中心&>T>>表示该菌购自中国医学微生物菌种保藏管理中心&[E>>表示该菌来自中国食品药品
检定研究院实施的实验室比对验证计划考核&‘6X+UW)G 表示该菌来自 ‘6X委托丹麦科技大学组织的沙门菌和志贺菌血清分型及抗生素敏
感性外部质量保证考核&‘6X+UW)表示该菌来自 ‘6X委托欧盟疾病预防控制中心组织的产志贺毒素大肠杆菌分型外部质量保证考核&
>EG)表示该菌为本实验室保存的菌株

!.&.&$监测网上报菌株的复核验证
从来源于国内 &! 个省市自治区 &%!" 年分离自

桶装水的 ("! 株铜绿假单胞菌中按照一定间隔"并
在考虑各地上送菌株总数的比例下"按照 !(b f
&%b比例抽样选择 #" 株菌提取 ]?)模板"并针对
’("R 和 %/)B两对基因进行 a>’快速检测"同时使用
k9@CJ& >AKO:2@仪器对 #" 株上送菌株进行生化鉴定
确证* 以生化结果为准得出该批上送菌株的复核
正确率"生化结果为铜绿假单胞菌的菌株为复核正
确* 以生化结果为准对基于两种基因的 a>’方法
进行比较"以 a>’方法的误差率评价该 a>’快速
检测方法的准确度* 相关计算公式如下%

复核正确率%

9r生化结果为铜绿假单胞菌的菌株数目
#"

s!%%b

误差率%

1ra>’与生化复核不一致的菌株数目
#"

s!%%b

!.&."$铜绿假单胞菌抗生素敏感试验
抗生素选择%根据美国临床和实验室标准协会

#>\G[$对铜绿假单胞菌抗生素敏感试验中微量肉汤
稀释法推荐的抗生素种类"选择 , 类 !& 种抗生素"分
别为哌拉西林#a’\$’替卡西林#R[>$’哌拉西林/他
唑巴坦#R5a$’替卡西林/克拉维酸#R[T$’头孢他啶

#>)5$’头孢吡肟#EUa$’氨曲南#)RT$’美罗培南
#TUT$’多粘菌素 L#aL$’庆大霉素#_U?$’阿米卡
星#)Z$’环丙沙星#>[a$"采用一次性微量细菌 T[>
测试盒"获得抗生素的最低抑菌浓度#T[>$*

菌株活化与制备%将 j,% p保存的铜绿假单胞
菌接种于 L6)平板 "Y p培养 &* 4"挑取单个菌落
转接 L6)平板 "Y p培养 &* 4"挑取新鲜菌落至生
理盐水混匀制成 %.( 麦氏浊度单位菌悬液*

接种培养%从 j&% p冰箱中取出药敏板放置待
融化* 按照 T[>测试盒说明书"用无菌吸管滴加
!% 滴菌悬液至接种池"加入 *% KB稀释液"盖上接种
器轻轻混匀"转移接种器至药敏板"轻轻按压若干
秒待菌液与药液完全接触后提起接种器"盖上药敏
板并置于 "Y p培养 !, f&% 4*

结果观察%目测微孔内完全抑制细菌生长的最
低药物浓度记录为该抗生素的 T[>值"依据 >\G[
于 &%!* 年制定的 -抗微生物药物敏感性执行标准
第 &* 版信息增刊.判断药敏结果"耐药为 ’"中介为
["敏感为 G* 药敏试验质控菌株为大肠埃希菌
#)R>>&(#&&$和铜绿假单胞菌#)R>>&Y,("$*

&$结果
&.!$a>’方法特异性验证结果

a>’结果表明"在用于铜绿假单胞菌引物特异
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性验证的 Y" 株常见食源性致病菌株中"’("R 基因和
%/)B基因均能对 " 株铜绿假单胞菌扩增出预期条
带"但 %/)B基因同时对恶臭假单胞菌也扩增出预期
条带大小相同的条带* 对于非目标菌"%/)B基因在
位于目的片段附近出现更多的杂带而影响判断*
综合来看"’("R 基因针对铜绿假单胞菌的检测特异
性较 %/)B基因高*
&.&$&%!" 年度上送铜绿假单胞菌复核结果及 a>’
快速复核方法评价

针对 #" 株抽样验证用菌株"分别使用 ’("R 和
%/)B基因进行 a>’检测"两个基因分别存在 " 株和
& 株阴性结果* 生化结果显示 #" 株抽样验证菌株
全部为铜绿假单胞菌"该年度各地上送菌株的复核
正确率为 !%%b* 而基于 ’("R 和 %/)B两种基因的铜
绿假单胞菌的 a>’快速筛选方法"与传统生化方法
相比准确度均在 #(b以上"但均存在一定的假阴
性"误差率分别为 ".&b和 &.!b*
&."$铜绿假单胞菌耐药结果

在 ("! 株铜绿假单胞菌耐药检测中有 -& 株耐
药株"耐药率为 !!.-,b* 多粘菌素 L耐药株数量
最多为 &, 株"其他依次为氨曲南 && 株’美罗培南
!- 株’头孢他啶 !% 株’头孢吡肟 - 株’替卡西林/克
拉维酸 ( 株’庆大霉素 ( 株’环丙沙星 * 株’阿米卡
星 * 株’替卡西林 * 株"未检出哌拉西林和哌拉西
林/他唑巴坦耐药株* &"% 株铜绿假单胞菌对替卡
西林/克拉维酸耐药性介于中介度"!"( 株铜绿假单
胞菌对替卡西林中介* 各种抗生素的耐药结果见
表 &*

表 &$("! 株铜绿假单胞菌的耐药结果

R:MBC&$);@9M9A@92I=I2CO@9M9B9@HA3("! 5,’3+%$%&","’)3:*&%,"

抗生素
耐药 中介

菌株数/株 耐药率/b 菌株数/株 中介率/b

多粘菌素 L &, (.&Y *& Y.#!

氨曲南 && *.!* ( %.#*

美罗培南 !- ".%! *" ,.!%

头孢他啶 !% !.,, * %.Y(

头孢吡肟 - !.!" - !.!"

替卡西林/克拉维酸 ( %.#* &"% *"."!

庆大霉素 ( %.#* " %.(-

环丙沙星 * %.Y( Y !."&

阿米卡星 * %.Y( % %.%%

替卡西林 * %.Y( !"( &(.*&

哌拉西林 % %.%% - !.!"

哌拉西林/他唑巴坦 % %.%% # !.-#

$$耐受 ! 种抗生素有 *" 株"耐受 & 种抗生素有
- 株"耐受 " 种抗生素有 - 株"耐受 * 种抗生素有
* 株"耐受 ( 种抗生素有 " 株* 其中耐受多粘菌素 L
的菌株最多#!# 株$"最高耐受 ( 种抗生素"未见有
同时耐受头孢菌素类’碳青霉烯类’氟喹诺酮类’氨

基糖甙类及 #+内酰胺类等 ( 类抗菌物的菌株"铜绿
假单胞菌的耐药谱结果见表 "*

表 "$("! 株铜绿假单胞菌的耐药谱

R:MBC"$);@9M9A@92DCI9I@:;2CIOC2@D=KA3("! 5,’3+%$%&",

"’)3:*&%,"
耐受抗生素数量 耐药谱 菌株数/株

% 敏感与中介 *-#
! aL !#
! TUT !!
! )RT Y
! >)5 "
! >[a &
! R[T !
& aL+)RT "
& )RT+>)5 &
& )RT+EUa !
" TUT+R[T+R[> "
" aL+)RT+>)5 &
" )Z+_U?+aL !
* )Z+_U?+)RT+EUa !
* >[a+aL+)RT+>)5 !
* _U?+)RT+EUa+>)5 !
* TUT+)RT+R[T+R[> !
( )Z+_U?+aL+)RT+EUa !
( >[a+)Z+_U?+)RT+EUa !
( aL+TUT+)RT+EUa+>)5 !

"$讨论
本文针对两对 a>’引物"通过标准菌株进行敏

感性和特异性验证"结果表明 ’("R 和 %/)B基因均可
用于铜绿假单胞菌的筛选确认"并具有较好的敏感
性和特异性"虽存在较低比例的假阴性"可通过生
化鉴定方法进一步确认* 利用建立的 a>’方法对
#" 株铜绿假单胞菌进行鉴定"同时以生化反应验
证"复核的 #" 株菌均为铜绿假单胞菌"表明 &%!" 年
中国 &! 个省市自治区上报桶装水中分离的铜绿假
单胞菌的准确性较高* 也说明建立的 a>’法较为
可靠"可用于大量样品的快速筛选"实现对铜绿假
单胞菌的准确鉴定"但引物设计仍需进一步优化"
以提高阳性率*

铜绿假单胞菌本身对多种抗菌药物表现为天
然或获得性耐药"而临床中特别是重症加强护理病
房#[>7$的铜绿假单胞菌分离株的耐药性普遍较
高 (!"+!*) "一方面抗菌药物的广泛不合理使用增加了
细菌的环境压力"导致细菌突变机会增加"通过不
同的耐药机制对药物产生耐药"使得菌株产生耐药
率呈上升趋势"另一方面因临床治疗中使用多种导
管’机械通气’人工吸痰等 (!() "使耐药菌的传播和导
致感染的机会增加* 由于某些种类抗生素的不合
理使用"铜绿假单胞菌被藻酸盐包裹后"药物不仅
难以到达菌体也不易被呼吸道防御机制杀灭"使治
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疗更加困难 (!-) * 目前饮用水中抗生素的存在关注
度较高"是否在生活饮用水标准中设立抗生素的限
量争议很大* 本文对 &%!" 年 &! 个省市自治区的桶
装水中分离的 ("! 株铜绿假单胞菌进行了!& 种抗
生素的耐药分析表明"相对于临床分离株而言"饮
用水中铜绿假单胞菌分离株对所选择的抗生素总
体较为敏感"平均耐药率为 !!.-,b"以多粘菌素 L
耐药率最高#(.&Yb$"而其他各类抗生素的耐药率
均在 (b以下* 值得注意的是"本研究中&"% 株和
!"( 株铜绿假单胞菌分别对替卡西林/克拉维酸和
替卡西林的耐药性介于中介度"中介度分别为
*"."!b和 &(.*&b"表明桶装水中的铜绿假单胞菌
在这两种抗生素的选择压力下显示了一定的耐药
趋势"需要持续监测"以阐明桶装水中的铜绿假单
胞菌的耐药特征和耐药变化趋势"为科学评估饮用
水中抗生素存在的潜在风险提供解释*

目前"多药耐药#T]’$及泛耐药#a]’$铜绿假
单胞菌菌株几乎具有目前已知的细菌主要耐药机
制"已成为引起院内获得性肺炎多重耐药革兰阴性
菌的代表 (!Y+!,) "引起的院内感染治疗难度极大* 本
研究中桶装水分离出的铜绿假单胞菌暂未出现
a]’菌株"但已出现 T]’菌株"需要加强铜绿假单
胞菌耐药及传播机制的研究"评估水源性铜绿假单
胞菌耐药特征向临床铜绿假单胞菌传递的可能性*
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